Metodología analítica para la detección de residuos de oxitetraciclina en miel by Dieguez, Susana Nelly et al.
159S. DIEGUEZ, C. LIBONATTI, A. SORACI y E. BEDASCARRASBURE
METODOLOGÍA ANALÍTICA PARA LA
DETECCIÓN DE RESIDUOS DE
OXITETRACICLINA EN MIEL.
S. DIEGUEZ 1,  A. SORACI 2,  E. BEDASCARRASBURE 3,  C. LIBONATTI 1
RESUMEN
Se ha desarrollado un método rápido y preciso, para la determinación
de concentraciones residuales de oxitetraciclina en miel, realizando una doble
extracción con acetona y HPLC fase reversa en modo isocrático con detector UV.
El límite de cuantificación fue de 0,05 mg/g, y la recuperación de la
droga en este nivel fue del 90%.
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SUMMARY
A rapid and precise method has been developed to detect residual
concentrations of oxytetracycline in honey by a double extraction with
acetone and reverse phase HPLC, working in isocratic mode and UV detector.
The quantification limit was 0.05 mg/g obtaining a 90% recovery at
this level.
Key words: Honey / Antibiotics / Residues / HPLC
INTRODUCCIÓN
En la producción apícola de nuestro país, el uso de antibióticos
se ha generalizado a partir de la aparición de las enfermedades
bacterianas de la cría, principalmente la Loque Europea y Loque
Americana. Actualmente, esta práctica se encuentra ampliamente di-
fundida, siendo la oxitetraciclina en su forma de clorhidrato el anti-
biótico más comunmente utilizado.
Pese a que actualmente se ha reducido significativamente el uso
de antibióticos, utilizando medidas de manejo adecuadas y genética
de alto comportamiento higiénico, su administración continúa sien-
do una práctica común en el apiario.
La presencia de antibióticos en los alimentos genera creciente
preocupación en los consumidores debido a los riesgos de toxicidad
o reacciones alérgicas en personas hipersensibles, y a la posibilidad
de generación de resistencia por parte de microorganismos patógenos.
Este hecho adquiere especial trascendencia en el caso de la miel, cuyo
consumo se ubica en el segmento de los alimentos para la salud o
« Healthy foods ».
La contaminación de los productos de la colmena con medica-
mentos de uso veterinario influye negativamente al momento de su
comercialización y todos los esfuerzos realizados para garantizar un
producto libre de contaminantes redundaran en beneficio de la api-
cultura argentina, potenciando sus ventajas comparativas y asegu-
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rando una penetración en segmentos del mercado de mayores pre-
cios relativos.
El objetivo del presente trabajo ha sido desarrollar una metodo-
logía analítica rápida y de bajo costo, que permita detectar concen-
traciones residuales de oxitetraciclina en miel, cumpliendo con las
exigencias de los mercados internacionales.
MATERIALES Y MÉTODOS
* Drogas y reactivos
 Acetonitrilo calidad HPLC, Laboratorios J. T. Baker; agua desti-
lada calidad HPLC, acetona, SDS, ácido oxálico de Laboratorios Merck,
Clorhidrato de oxitetraciclina de Laboratorios Sigma Chemicals.
* Sistema HPLC
Se utilizó un equipo HPLC, en modo isocrático (SHIMADZU AVP10)
manteniendo un flujo de 1ml/min, inyector manual (Rheodyne) con
loop de 20 ml . La separación se realizó mediante un cartucho RP C18
de 5mm, 125 x 4mm (Lichrosphere MERCK), y la detección mediante
detector UV (SHIMADZU SPD-10 Avp) operando a 270 nm
(AUFS=0.0010).  El programa de integración de datos utilizado fue el
Class LC10 (trabajando con atenuación =4)
La fase móvil compuesta por acetonitrilo y solución acuosa de
ácido oxálico 0.01M (pH 2,1), en proporción 35:65, respectivamente;
agregándose a la porción acuosa SDS para lograr una concentración
0,01M (4).  Estos solventes fueron filtrados diariamente previo a su
utilización.
* Análisis estadístico
El análisis estadístico de los datos consistió en la realización de
una regresión lineal simple para obtener la curva de calibración, y
análisis univariado para calcular los CV en cada concentración. Se uti-
lizó el programa Instat Graph.
* Método de extracción
Para la extracción se suplementó 1,00 gr de miel libre de
antibióticos (tomada a partir de un apiario donde no se utiliza nin-
gún tipo de antimicrobianos), con cantidades adecuadas de solución
estándar de oxitetraciclina en acetona. Se realizó una doble extrac-
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ción con 6ml de acetona en cada paso. El solvente se evaporó a seco
bajo corriente de aire a 30ºC.  El extracto seco se resuspendió en 200
ml de H
2
O, y se inyectó en el HPLC.
La validación  del método se realizó siguiendo las normas fija-
das por el Comité SFSPT, Paris, 1996.
RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Diversos métodos de detección de oxitetraciclina en miel han
sido desarrollados por distintos investigadores. Los primeros en ser
utilizados fueron biológicos, donde se cuantifica la presencia del an-
tibiótico en función del diámetro del halo de inhibición formado
cuando el mismo es puesto en contacto con una cepa indicadora.
Este tipo de ensayos no es selectivo ya que los microorganismos utili-
zados son sensibles a más de un antibiótico. Por otra parte, existe un
efecto inhibitorio natural de la miel (que varía según el tipo de miel)
lo cual hace que los resultados sean confiables sólo a concentraciones
relativamente altas, siendo elevados los límites de cuantificación con
los que se trabaja. De esta manera, trabajando con distintos
microorganismos, L. Roth (1986) obtuvo los mejores resultados utili-
zando B. cereus como cepa indicadora, alcanzando un límite de
cuantificación de 0,4 ug/g (9). Resultados obtenidos en nuestro labo-
ratorio, trabajando con  B. cereus, permitieron  cuantificar sólo hasta
0,3 ug/g de oxitetraciclina en miel (resultados aún no publicados).
Por otra parte se han estudiado métodos inmunoquímicos para
la detección de residuos de antibióticos en miel, pero éstos requieren
mayor desarrollo ya que existe un alto porcentaje de falsos positivos.
El desarrollo de una metodología selectiva, como la
cromatografía líquida de alta resolución, ha permitido disminuir los
límites de cuantificación, siendo crucial en este caso el método de
extracción de la molécula de interés a partir de la matriz biológica
donde se encuentra. Existen diversas técnicas que si bien alcanzan
menores límites de cuantificación (hasta 1,8ng/g), involucran distin-
tos pasos de extracción líquido-líquido y extracción sólido-líquido en
tandem. Por otra parte, se utilizan en general detectores más
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sofisticados como el de  espectrometría de masa. Esto hace que las
técnicas sean onerosas y engorrosas.
La metodología desarrollada en el presente estudio es sencilla
ya que involucra únicamente extracción líquido-líquido, utilizando
un equipamiento estándar como el HPLC con detector UV; a la vez
Figura 1
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que se ajusta a los requerimientos establecidos por el Plan CREHA,
puesto en marcha por SENASA en 1998, que exige para la
oxitetraciclina un límite permitido de 0.1ppm.
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La Figura 1  muestra que no existen interferencias en el tiempo
de retención de la oxitetraciclina.
Cuando se estudia la linealidad se obtiene un coeficiente de
determinación (R2) de 0.99 dentro de un rango lineal de concentra-
ciones de oxitetraciclina entre 0.05 y 0.5 mg/g de miel (Figura 2).
El límite de cuantificación fue de 0.05 µg/g de miel ( C.V: 11%).
En este nivel, la recuperación de oxitetraciclina a partir de miel fue
del 90% y el coeficiente de variación del 11%.
La recta obtenida representa el área debajo de la curva obteni-
da en el cromatograma en función de la concentración del antibióti-
co en miel.
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